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特別演習報告：糠床中の乳酸菌の活性化に関する研究 
 
渡邉 一哉１、垣内 彩実２ 
 
【要旨】本報告は、生命エネルギー工学研究室において平成28年度に学部2年垣内彩実が行った特別演習の成果
をまとめたものである。本特別演習では、野菜の糠漬けの解析を通して菌叢の利用法や解析法を学ぶとともに、計
画から報告までの一連の研究活動を体験することを目的とした。学期中に家で糠漬けを行い、その中の発酵産物や
菌叢の解析は夏休みや春休みに行った。しかし、初めての糠漬けで乳酸発酵が思うように進まず、おいしいと思わ
れる糠漬けを作ることができなかった。そこで、糠床中の乳酸菌を活性化する方法を検討することとし、糠床にい
くつかの食品を直接混合して乳酸濃度と菌叢の変化を観察した。このようにして活性化した糠床からは分子系統的
に新種の可能性がある乳酸菌が検出され、学術的にも興味深い成果が得られた。今後、乳酸菌を活性化した糠床に
野菜を漬けてその効果を評価していきたい。 
 
1. はじめに 
 
 糠漬けとは日本に伝わる伝統的な漬物で、米糠を乳酸発酵させて糠床を作り、その中に野菜などを漬けるもので
ある。米糠とは、玄米を精米して白米にする時に削りとられる外皮のことを指す。漬物は今から2000年ほど前の
大和朝廷時代にはすでに存在し、糠漬けの原型は奈良時代にはあったと言われている。このような漬物文化が日本
で広がった理由としては、春夏に収穫した野菜を保存しておく必要性が挙げられ、その保存のために塩漬けが始ま
ったとされている。さらに、乳酸菌が野菜の糖分を分解して酸味やうま味を産出するため、野菜がより美味しくな
る方法として糠漬けが広まったと考えられる。さらに、白米の普及とともに米糠が大量に余ったことも普及の一因
と思われる。糠漬けの特徴は、糠床に多くの栄養分が含まれていることである(1)。脚気が流行っていた頃、ビタ
ミンB1を多く含む糠漬けが広まったと言われている。 
 乳酸菌など糠漬けに関与する微生物の研究は広く行なわれ、今までにLactobacillus、Lactococcus、Leuconostoc、
Pediococcusなどが糠床中に存在することが明らかにされている。例えば、九州大学の坂本らは、糠床形成過程に
出現する微生物群集を対象として16S rRNA遺伝子を用いた分子微生物生態解析を行い、発酵初期と熟成期には異
なる種のLactobacillusが優占化することを報告している（2）。しかし、塩分濃度などの糠漬け条件や漬ける野菜
の種類によって出現する乳酸菌がどのように異なるかなど、糠漬け中の乳酸菌には未だ不明な点が多い。 
 私は糠漬け中で機能する微生物の多様性に興味をもち、自身で糠漬けをつくり、その中に出現する微生物を調査
したいと考えた。そこで、家で糠床を立ち上げ野菜を漬けてみたが、なかなか十分に酸味やうま味が増した糠漬け
を作ることができなかった。そこで本研究では、糠漬けを定量的に評価する方法として乳酸濃度を測定する方法や
糠床内の菌叢解析法を確立した。また、乳酸菌の発酵を促進すると考えられる食品(バナナ、牛乳、ビールなど)を
糠床に直接添加し、一定期間放置後の乳酸量と微生物菌叢を解析した。 
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 （図 3）に 2017 年 6 月から 2018 年 1 月中旬までに，本学メールシステムに届
いた受信メールの解析結果を示す．届いたメールの 44.45％は SPAM かウイルスメ
ールであると判定されている．前回， SPAM フィルタ装置を更新した 2012 年 5 月
では， 96.5％の受信メールが SPAM であると判定されていたことを考えると，メ
ールを介した不正アクセスが本学でも「迷惑」な総当たり手段から「巧妙」に仕
組まれた標的型に切り替わっている様子が伺える．  
 
４．今後の課題：プライバシーと自由な社会  
 インターネットの世界において，これからも更に「巧妙」な手口を使い，個人
情報を盗もうとする犯罪が増加することは確実であろう．加えて AI(人工知能 )
の急速な進化が，その「巧妙」さを助長していくことは想像に難くない．逆に不
正アクセスを防ぐ技術にも，AI が導入されていくであろう．こうした「いたちご
っこ」のような人間社会の闘争は，人間が自らの個人情報を放棄しない限り，ず
っと続くのかもしれない．しかしその闘争を最新の ICT 技術が補佐してくれるこ
とはあっても，それを過信して個人情報を丸々委ねてしまうことは，本来は主体
的に入出力を制御すべきプライバシーの放棄に繋がるのではないかと考える．そ
うなると実体の定かでないクラウド（既に AI も組み込まれているかもしれない）
のようなものに，「便利」，「手間要らず」という理由で個人情報を無垢に預けて
しまうことは，危険極まりない行為と言える．  
 インターネットからプライバシーを守るためには，最終的にはユーザ自身が不
正アクセスの「巧妙」さに騙されないよう，日頃から不正アクセスに関する情報
に気を配り，論理的かつ冷静に ICT 機器を操作するしか方法はない．しかしそう
なると，我々もそれに疲れ果てるかもしれない．実際，個人情報の漏洩事件は日
常茶飯事のことであり，刺激的なニュースではなくなっている．逆にビックデー
タの活用が経済を活性化させると言い，個人情報が合法的に吸い上げられること
を黙認させる風潮がみられるのではないか．  
 NSA(米国家安全保証局 )による個人情報収集の手口（ PRISM 計画）を告発したエ
ドワード・スノーデン氏は，「大量監視社会」に関するインタビューで次のよう
に述べている：「『隠すものがないなら、恐れることはない』というのは第二次世
界大戦時のナチスのプロパガンダから来ています。これは、問題点をずらした考
えです。プライバシーというものは、隠すための何かではありません、守るため
の何かです。人々が違ったままでいられる、人々が自分自身の考えを持てる開か
れた社会、自由な社会を守るためのものです。」 [2]．  
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2. 材料と方法 
 
2.1.材料 
 糠床の立ち上の際には、ぬか（400g）、食塩（52g、最終塩分濃度は約13%）、水（400cc)を混合し、昆布（2本）、
干し椎茸（2個、味に深みを加え、糠床の余分な水分を吸収する役割がある）、唐辛子（2本、辛味を加え、糠床の
防腐作用がある）を添加した。 
2.2.糠床の立ち上げと維持 
 以下の手順で2016年4月29日に糠床を立ち上げ、その後維持した。 
① 糠床に入れる水を沸騰させた後に食塩を加えて食塩水を作り、あら熱を取り除くために放置した。 
② 上記で作った食塩水を3回に分けて米糠と混ぜ、均一に混合した。 
③ 耳たぶくらいの固さになったら、昆布、干し椎茸、唐辛子を加え混ぜた。 
④ 本漬けをする前に、糠の発酵を促すために「捨て漬け」を行った。クズ野菜を水でよく洗い、糠床に埋め込ん
だ。糠床を平らにならし、フタをして常温で保存した。風通りが良く、比較的涼しい場所に置いた。 
⑤ 1日に１回程度かき混ぜた。１週間程度で「捨て漬け」を終了し、本漬けに移った。 
⑥ 本漬けではキュウリやニンジンなどの野菜を中心に漬けていった。 
⑦ 糠のサンプリングを、本漬け開始後一週間ごとに行った。サンプルは、速やかに-20℃の冷凍庫に保存した。 
2.3.添加物の効果の調査 
 乳酸発酵を促進させる添加物を検討するため、以下の食品を糠（7月1日）20 gに添加し、よく混合した：牛乳
(2.1 mL)、ビール(2.2 mL)、チーズ(破砕物2.4 g)、はちみつ(2.4 g)、バナナ(破砕物2.5 g)。これらを、30℃に
保持し、10日後と37日後に乳酸量を測定した。また、10日後の糠からはDNAの抽出も行った。何も加えずに30℃
に保った糠をコントロールとした。 
2.4.乳酸濃度の測定 
 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて行った。糠500 mgと水500 μLを混合しボルテックスにより撹
拌後、遠心して上澄みを回収した。この上澄みをフィルターろ過し、HPLCのサンプルとした。測定においては、カ
ラムとしてZORBAX SB-Aq（4. 6×150 mm, 5-Micro；Agilent）、移動相としてリン酸バッファー（pH 2）（H3PO4：
0.75 ml, KH2PO4：1.18 g, アセトニトリル：10 mL/L）を用いたHPLC system（1100 series；Agilent）を、Newton
らの方法により使用した(3)。注入量5 µL、流速1 mL/min、カラム温度25℃、UV検出波長210 nmとし、標準物質
の保持時間やピーク面積の比較から乳酸を定量した。 
2.5.菌叢の解析 
 以下の10サンプルを解析に用いた：①2016/5/13、②2016/5/27、③2016/6/10、④2016/7/1、⑤添加物実験のコ
ントロール（無添加、一か月培養後）、⑥チーズ、⑦バナナ、⑧はちみつ、⑨ビール、⑩牛乳。DNA抽出にはFastDNA 
Spin Kit for Soil（Q-BioGene社）を用いた。このキットの１チューブに糠0.5gを加え、キットの指示書に従っ
てDNAを抽出した。抽出後、Nano-drop吸光光度計によりDNA濃度の測定と品質検定を行った。得られたDNAサン
プルから16S rRNA遺伝子断片を増幅した。PCR溶液の組成や増幅条件は文献を参考にした（4）。これらプライマー
には、パイロシーケンス用のアダプター配列とサンプル識別のためのタグ配列が付加されていた。PCR増幅物の確
認は、アガロースゲル電気泳動により行った。PCR産物の精製にはQlAquick PCR Purification Kitを用いた。精
製物中のDNA濃度を測り、各サンプル中のDNA量が同じになるように混合し、パイロシーケンス解析を行った。決
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定された配列については、NCBIデータベースに対するBLAST検索を行い、各配列が帰属される分子系統を決定した。
さらに、各分子系統に含まれるリードの数をCLC Genomics Workbench version 6.5.1により計算した。代表的な
配列については、分子系統的位置を明確にするため、系統樹を作成した。NCBIデータベースから比較対象の配列を
抽出し、それらと決定した配列のアライメントおよび近隣接合法による系統樹の作成をMEGA7 (5)により行った。 
 
3. 結果 
 
3.1.糠漬け中の乳酸の濃度 
 糠漬けを開始後約2か月経った糠中の乳酸濃度を測定し、一緒に実験を行った益田さんの糠の値と比較した。そ
の結果、益田さん糠中の乳酸濃度は約90 mMあり、一方私の糠中の乳酸濃度は約14 m Mで、6分の1程度と低いも
のであった。この結果は、私の糠漬けは十分に漬け物の味がせず、おいしくなかったことと関連すると考えられた。
原因としては乳酸菌が十分に生育していないことが考えられたので、糠中の乳酸菌を増やす方法の検討をすること
にした。 
3.2.添加物の乳酸濃度への影響 
 乳酸菌は主に糖を発酵し乳酸を生成することにより生育する。そこで、糖を含む食品などを糠に添加し、乳酸濃
度が上昇するかを調査した。添加物として、牛乳、ビール、チーズ、はちみつ、バナナを検討した（図2）。その結
果、牛乳、ビール、チーズ、バナナを添加した糠において顕著に乳酸濃度が上昇した。1週間後と1ヶ月後の乳酸
濃度には大きな違いが見られなかったことから、比較的速やかに乳酸発酵が進行したと考えられた。一方、はちみ
つには乳酸濃度を上昇させる効果は見られなかった。 
3.3.添加物の糠中菌叢への影響 
 添加物により乳酸濃度が上昇したので、どのような乳酸菌が出現したかに興味がもたれた。そこで、16S rRNA遺
伝子断片を用いた菌叢解析を行った。PCR産物を電気泳動により確認した結果を図３に示す。どの糠サンプルにお
いてもバンドが2本観察されているが、これらは原核生物の16S rRNA遺伝子由来の短いバンドと真核生物（糠プ
ラスチド）の18S rRNA遺伝子由来の長いバンドと考えられる。 
得られた遺伝子配列のBLAST検索から存在する微生物の分子系統を推定した（図3）。決定された配列には稲のプ
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図1. 添加から1週間後（a）および１ヶ月後（b）の乳酸濃度 
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ラスチド由来のものが多数存在したので、それらは以降の解析からは除外した。この結果はPCR産物の電気泳動結
果（図2）に対応するものであり、電気泳動において短いバンドのみを回収すれば、原核生物由来の配列を選択的
に決定することができたと考えられる。図3aに示すように、綱レベルではBacilliが最も多かった。Bacilliは糠
漬けを始めた当初は少なかったが、その後増加し、添加剤を加えて乳酸濃度が増加した糠サンプル中では大多数を
占めるようになった。このことは、Bacilliに属す細菌が乳酸発酵に関わっていたことを示している。増加した
Bacilliにおいては、科レベルでは多様な乳酸菌を含むLactobacillaceaeが多数を占め、その中でもPediococcus
属が一番多く、次いでWeissella属が多かった。これら乳酸菌が添加剤を発酵して乳酸濃度を高めた可能性が考え
られた。 
そこで、多数検出されたPediococcus属細菌のさらに詳細な分子系統的位置を知るため、代表的な配列およびデ
ータベースに登録されているPediococcus属細菌Type strainの配列を用いて分子系統樹を作成した（図4）。この
系統樹が示すように、本研究により糠から検出された配列は、Pediococcus pentosaceusに近縁であるものの、既
知のPediococcus属細菌とは異なる一群を形成しており、それらは新種と考えられた。 
 
4. 考察 
 
 家で始めた糠漬けはなかなか美味しくならなかったが、乳酸濃度が上昇しなかったことが確認され、乳酸菌が増
えなかったことが原因と考えられた。乳酸菌が増えなかった原因の一つとして、糠床と野菜の比率にあるのではな
いかと考えた。糠床には最初から乳酸菌がいるわけではなく、野菜の周りに付着した植物性乳酸菌が、糠床の塩分
によって野菜から引き出された養分をエサにして繁殖すると言われている。つまり、十分な量の野菜を漬けないと、
乳酸菌の繁殖が滞ってしまうと考えられる。私の糠床では糠の量に対して野菜の量が少なく、そのため乳酸菌があ
まり増加しなかったものと考えられた。また、漬ける前に野菜を過剰に水洗いし、乳酸菌を洗い流してしまったこ
とも一因ではないかと思われた。 
糠にいくつかの食材を加えて乳酸濃度が上昇するか調べた結果、はちみつ以外の食材で乳酸濃度の上昇がみられ
た。乳酸を増やすためには、乳酸菌が発酵可能な糖質を供給することが必要であるが、乳酸菌を効率よく増やすた
めには他の栄養素（アミノ酸、ビタミン、核酸塩基、金属塩など）も必要と考えられた。その理由は、バナナには
可食部100gあたり21.4gの糖質が含まれているが、ハチミツにはそれ以上（70 g以上）の糖質が含まれるから 
図2. 16S rRNA遺伝子断片のPCR産物のアガロースゲル電気泳動。M;マーカ ,ー PC; ポジティブコントロー
ル（シュワネラ菌のDNAを添加）, NC; ネガティブコントロール（DNA非添加）, ①～⑩;「2.5. 微生物菌
叢の解析」に示したサンプル由来のDNAを用いたもの。 
M M P N ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 
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図3. 糠床中の菌叢の分子系統的構成。（a）綱レベル、（b）科レベル、(c)属レベル。K1からK10は①か⑩
の菌叢を示す。 
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ラスチド由来のものが多数存在したので、それらは以降の解析からは除外した。この結果はPCR産物の電気泳動結
果（図2）に対応するものであり、電気泳動において短いバンドのみを回収すれば、原核生物由来の配列を選択的
に決定することができたと考えられる。図3aに示すように、綱レベルではBacilliが最も多かった。Bacilliは糠
漬けを始めた当初は少なかったが、その後増加し、添加剤を加えて乳酸濃度が増加した糠サンプル中では大多数を
占めるようになった。このことは、Bacilliに属す細菌が乳酸発酵に関わっていたことを示している。増加した
Bacilliにおいては、科レベルでは多様な乳酸菌を含むLactobacillaceaeが多数を占め、その中でもPediococcus
属が一番多く、次いでWeissella属が多かった。これら乳酸菌が添加剤を発酵して乳酸濃度を高めた可能性が考え
られた。 
そこで、多数検出されたPediococcus属細菌のさらに詳細な分子系統的位置を知るため、代表的な配列およびデ
ータベースに登録されているPediococcus属細菌Type strainの配列を用いて分子系統樹を作成した（図4）。この
系統樹が示すように、本研究により糠から検出された配列は、Pediococcus pentosaceusに近縁であるものの、既
知のPediococcus属細菌とは異なる一群を形成しており、それらは新種と考えられた。 
 
4. 考察 
 
 家で始めた糠漬けはなかなか美味しくならなかったが、乳酸濃度が上昇しなかったことが確認され、乳酸菌が増
えなかったことが原因と考えられた。乳酸菌が増えなかった原因の一つとして、糠床と野菜の比率にあるのではな
いかと考えた。糠床には最初から乳酸菌がいるわけではなく、野菜の周りに付着した植物性乳酸菌が、糠床の塩分
によって野菜から引き出された養分をエサにして繁殖すると言われている。つまり、十分な量の野菜を漬けないと、
乳酸菌の繁殖が滞ってしまうと考えられる。私の糠床では糠の量に対して野菜の量が少なく、そのため乳酸菌があ
まり増加しなかったものと考えられた。また、漬ける前に野菜を過剰に水洗いし、乳酸菌を洗い流してしまったこ
とも一因ではないかと思われた。 
糠にいくつかの食材を加えて乳酸濃度が上昇するか調べた結果、はちみつ以外の食材で乳酸濃度の上昇がみられ
た。乳酸を増やすためには、乳酸菌が発酵可能な糖質を供給することが必要であるが、乳酸菌を効率よく増やすた
めには他の栄養素（アミノ酸、ビタミン、核酸塩基、金属塩など）も必要と考えられた。その理由は、バナナには
可食部100gあたり21.4gの糖質が含まれているが、ハチミツにはそれ以上（70 g以上）の糖質が含まれるから 
図2. 16S rRNA遺伝子断片のPCR産物のアガロースゲル電気泳動。M;マーカ ,ー PC; ポジティブコントロー
ル（シュワネラ菌のDNAを添加）, NC; ネガティブコントロール（DNA非添加）, ①～⑩;「2.5. 微生物菌
叢の解析」に示したサンプル由来のDNAを用いたもの。 
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である(1)。このことは、糖質のみでは乳酸菌を十分に増やせないことを示している。例えば、ハチミツ中のカリ
ウム量はバナナと比べて非常に低い（100 g中に13 mgと360 mg）。バナナはビタミン類やミネラル類も豊富に含
んでおり、それらを利用して乳酸菌が増加できたと考えられる。 
 糠床の菌叢解析の結果、Pediococcus属の乳酸菌が最も豊富に存在していたことが示された。Pediococcus属は
他の糠床菌叢解析においても検出されているが(2)、私の糠床に豊富存在していたPediococcus属は新種のもので
ある可能性が示された。今後この細菌を単離し、新種の提唱をしていきたいと考えている。 
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図 4. 本研究により検出された主要な Pediococcus 属細菌の分子系統的位置。Lactobacillus brevis を out 
groupに用いた。KALC4R003で始まる番号が本研究で決定した配列を示す。（）の中の番号は、NCBIデータベ
ースにおけるaccession numberである。ノードの番号はBootstrap値（100回解析）である。 
